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RESUMO 
 
A Síndrome de Li-Fraumeni (SLF) e sua variante, Li-Fraumeni-like (SLFL), são 
caracterizadas pelo desenvolvimento de vários tipos de câncer em idade precoce e 
estão associadas a mutações germinativas no gene TP53. Estudos sugerem uma 
forte associação entre estas mutações e a superexpressão da proteína HER2 em 
carcinomas de mama de mulheres com a síndrome. No entanto, estudo corrente no 
Brasil analisando grupos de mulheres com câncer de mama (CM) HER2-positivo 
está identificando uma baixa prevalência de mutações germinativas em TP53. 
Polimorfismos em genes da via de sinalização de p53 também têm sido relacionados 
ao risco de câncer e à modificação do fenótipo de pacientes com SLF/SLFL. Sendo 
assim, nós avaliamos pela primeira vez a implicação dos SNPs c.215G/C em TP53 
(p53 Arg72Pro), c.14+309T/G em MDM2 (SNP309), c.753+572C/T em MDM4 e 
c.2719-234G/A em HAUSP no risco e na idade ao diagnóstico de pacientes com CM 
superexpressando HER2, em um contexto de mutações germinativas em TP53. O 
genótipo GG do SNP MDM2 SNP309 foi mais prevalente apenas em pacientes 
portadores de mutação germinativa em TP53 (TP53+) (P=0,003), enquanto a 
frequência do alelo T do SNP MDM4 c.753+572C/T foi maior apenas em pacientes 
sem mutação germinativa em TP53 (TP53-) (P=0,042). A presença do alelo A no 
SNP HAUSP c.2719-234G/A mostrou ter um efeito protetor, associado a uma idade 
ao diagnóstico três anos mais tardia nos pacientes TP53- (P=0,033). Nossos 
resultados sugerem que polimorfismos na via de sinalização de p53 estão 
envolvidos com CM superexpressando HER2 de um modo dependente do status 















1.1  Síndrome de Li Fraumeni (SLF) 
 
Em 1969, os pesquisadores Frederick Li e Joseph Fraumeni realizaram um 
estudo retrospectivo com a análise de 280 prontuários e de 418 atestados de óbito 
de crianças com diagnóstico de rabdomiossarcoma nos Estados Unidos entre 1960 
e 1964, identificando uma alta incidência de diferentes tipos de câncer em idade 
precoce entre os seus familiares. Tanto o grande número de parentes afetados, 
quanto a frequência elevada de múltiplos tumores primários em jovens, atentaram 
para a presença de uma nova síndrome de câncer familial, denominada Síndrome 
de Li-Fraumeni (SLF) (Li e Fraumeni, 1969a, b). 
A SLF (OMIM #151623) é uma síndrome autossômica dominante de 
predisposição hereditária a vários tipos de câncer diagnosticados em idade jovem. 
Os principais tumores relacionados à síndrome, chamados de tumores centrais 
(“core tumors”), incluem o câncer de mama, os sarcomas, os tumores do sistema 
nervoso central, as leucemias e o carcinoma adrenocortical (Li et al., 1988). O 
carcinoma de mama é o tumor mais frequente em famílias com SLF, contabilizando 
de 24 a 31,2% dos tumores (Kleihues et al., 1997; Olivier et al., 2003). À medida que 
mais famílias tenham sido confirmadas com a síndrome, outros tipos de câncer 
foram sendo relatados, como câncer gástrico, linfoma, melanoma, tumor de células 
germinativas, tumor de Wilms, câncer colorretal, entre outros (Nichols et al., 2001). A 
definição clássica e melhor aceita da SLF foi definida como a presença de um 
probando com sarcoma diagnosticado antes dos 45 anos de idade, acompanhado 
de um parente de primeiro grau com qualquer tipo de câncer diagnosticado antes 
dos 45 anos de idade e de outro parente de primeiro ou segundo grau com qualquer 
tipo de câncer diagnosticado antes dos 45 anos de idade ou um sarcoma 
diagnosticado em qualquer idade (Li et al., 1988).  
Em 1990, através do sequenciamento do gene TP53 em leucócitos de 
indivíduos com suspeita clínica de SLF, Malkin et al., detectaram alterações entre os 
éxons 5 e 8, associando a SLF a mutações germinativas no gene TP53 (Malkin et 
al., 1990). Mais tarde, outras inúmeras famílias foram identificadas com estas 
mutações, porém com características clínicas incompletas quando considerados os 
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critérios clássicos da síndrome. Dessa forma, critérios menos restritivos foram 
utilizados para definir formas variantes da doença, chamadas de Síndrome de Li-
Fraumeni-like (SLFL), que incluem Birch, Chompret e Eeles (Birch, 1994; Eeles, 
1995; Frebourg et al., 2001). Os pacientes que se encaixam nos critérios clínicos, 
tanto para a forma clássica quanto para as formas variantes da síndrome, têm 
indicação para a realização de teste genético a fim do diagnóstico. 
Estudos têm mostrado que cerca de 70% das famílias com SLF e cerca de 
40% das famílias com SLFL apresentam mutações germinativas em TP53 (Kleihues 
et al., 1878; Olivier et al., 2003; Varley et al., 2003). A falta de concordância de 100% 
entre mutação germinativa em TP53 e o fenótipo clássico da doença pode ser 
explicada por alterações pós-traducionais de p53, por supressão completa de p53, 
por efeito de genes modificadores de p53 ou por alterações de outros genes que 
influenciam o fenótipo gerado pela presença de alterações da linha germinativa 
específica (Malkin et al., 2011).  
A SLF apresenta alta penetrância. Indivíduos portadores de mutações 
germinativas em TP53 têm um risco de desenvolver algum tipo de câncer estimado 
em 73% no sexo masculino e de quase 100% no sexo feminino, sendo esta 
diferença entre os sexos relacionada ao alto risco de câncer de mama nas mulheres. 
Mais especificamente, o risco de desenvolver câncer antes dos 15 anos, entre 16 e 
45 anos e após os 45 anos de idade, pode chegar a 19%, 27% e 54% para o sexo 
masculino e a 12%, 82% e 100% para o sexo feminino, respectivamente (Wu et al., 
2006). A antecipação nas sucessivas gerações de portadores foi descrita (Birch et 
al., 2001). Estudos na Europa e nos Estados Unidos apontam para uma taxa de 
portadores de mutação germinativa em TP53 entre 1:5.000 a 1:20.000 nascidos-
vivos (Gonzalez et al., 2009; Lalloo et al., 2006). No Brasil, a prevalência de 
mutações germinativas que ocorrem entre os éxons 5 e 8 do gene TP53, chamadas 
de mutações clássicas, ainda não foi determinada na população geral. 
 
1.2  Proteína p53 
 
A proteína p53 é codificada pelo gene TP53 (OMIM #191170) (Levine, 1989), 
que está localizado no braço curto do cromossomo 17 (17p13.1). Este gene 
compreende 20 Kb de DNA genômico e é composto por 11 éxons (Figura 1a), sendo 
o primeiro não-codificante (Isobe et al., 1986; Bourdon et al., 2005). 
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Conhecida como “guardiã do genoma” devido ao seu papel central na 
manutenção da estabilidade genômica, a proteína p53 é um fator de transcrição que 
exerce múltiplas funções supressoras de tumor (Levine et al., 1989; Vogelstein et al., 
2000). É uma fosfoproteína tetramérica com cerca de 53KDa, cuja estrutura é típica 
de outros reguladores transcricionais. Cada um de seus monômeros é composto por 
393 aminoácidos organizados em pelo menos cinco domínios bem caracterizados 
estrutural e funcionalmente: a) um domínio de transativação amino-terminal 
(resíduos 20 a 60); b) um domínio regulatório, rico em prolinas (resíduos 63 a 97); c) 
um domínio central, altamente conservado evolutivamente, responsável pela ligação 
de p53 às regiões promotoras de seus genes-alvo (resíduos 100 a 300); d) um 
domínio de oligomerização, fundamental para a formação dos tetrâmeros de p53 
(resíduos 324 a 355); e) um domínio carbóxi-terminal, envolvido na regulação da 
ligação ao DNA (resíduos 360 a 393) (Beckerman e Prives, 2010) (figura 1). 
 
Figura 1. Esquema correlacionando os éxons do gene TP53 (a) aos domínios 
funcionais da proteína p53 (b). Note que cada domínio da proteína p53 é codificada por 
regiões específicas dispostas entre os éxons 2 e 11 (o éxon 1 não é codificante). Em (b) são 
indicados os números dos resíduos de aminoácidos correspondentes a cada domínio, a 
frequência de mutações germinativas e os percentuais de mutações de sentido trocado em 
cada domínio. Também são mostrados os resíduos onde ocorrem as sete mutações mais 
frequentes do gene, considerados códons “hotspots”, situados no domínio de ligação ao 
DNA, com exceção do resíduo 337, localizado no domínio de oligomerização. Neste resíduo 
ocorre a mutação p.R337H, que apresenta uma frequência populacional elevada no sul do 
  15 
Brasil (aproximadamente 0,3%) devido a um efeito fundador. Adaptado de Bourdon et al., 
2005 (a) e de Brosh e Rotter, 2009 (b). 
 
As diferentes formas de estresse celular, como dano ao DNA, sinalização 
oncogênica, hipóxia, estresse oxidativo, encurtamento telomérico, entre outros, 
promovem a estabilização e ativação de p53 através de modificações pós-
traducionais, permitindo que a proteína escape da degradação e inicie um programa 
transcricional, conduzindo as células à parada no ciclo celular, à apoptose ou à 
senescência (Vogelstein et al., 2000; Jin et al., 2001; Harris et al., 2005). A parada 
do ciclo celular e a apoptose são as respostas celulares induzidas por p53 melhor 
caracterizadas até o momento (Olivier et al., 2009). A modulação dos genes 
relacionados com o ciclo celular por p53 pode levar à parada das células em um dos 
seus principais pontos de controle: em G1, perto da fronteira com a fase S 
(impedindo a replicação do DNA), ou em G2, antes da mitose (impedindo a divisão 
celular). p53 pode modular a expressão dos genes associados com a vias 
apoptóticas extrínsecas (induzindo a expressão de receptores de morte) ou 
intrínsecas (induzindo a despolarização e liberação mitocondrial de citrocomo C para 
o citoplasma) (Lacroix et al., 2006). Além da regulação de genes relacionados com a 
apoptose, p53 parece também ser capaz de atuar diretamente nas mitocôndrias e, 
por interações proteína- proteína com membros da família BCL2, acionar a 
permeabilização da membrana externa da mitocôndria e a apoptose (Schuler e 
Green, 2005; Levine e Oren, 2009). Além disso, estudos têm demonstrado que p53 
atua nos processos de indução da senescência, reparo do DNA, diferenciação 
celular, inibição da angiogênese, inibição da proliferação celular, modulação da 
migração celular, entre outros (Olivier et al., 2009; Lane e Levine, 2010). 
Os sítios de ligação reconhecidos por p53 encontram-se geralmente nas 
regiões promotoras de seus genes-alvo, que são diferencialmente modulados 
(induzidos ou reprimidos) dependendo do tipo celular, da natureza do estresse e da 
extensão do dano (Lacroix et al., 2006; Vousden e Prives, 2009; Beckerma e Prives, 
2010). Um nível suave de estresse levaria à parada transitória no ciclo celular, 
acoplado à tentativa de reparar os danos causados; um nível severo de estresse, no 
entanto, a respostas mais extremas, geralmente irreversíveis, como apoptose e 
senescência (Levine e Oren, 2009). Ao exercer múltiplas funções antiproliferativas 
sobre as células cujo DNA esteja danificado, p53 tem demonstrado ser essencial 
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para a prevenção do processo de carcinogênese. Na figura 2, é possível 
acompanhar a atuação da proteína p53 como supressora tumoral. 
 
 
Figura 2. Ativação de p53 por diferentes sinais de estresse celular e suas funções 
supressoras de tumor. O ciclo de feedback p53-Mdm2 é o "coração" da via p53. Diversas 
formas de estresse (em laranja) ativam p53, que escapa da inibição de Mdm2 e age de duas 
formas principais (em azul claro) para integrar respostas celulares antiproliferativas, 
dependentes da natureza do estresse (em rosa). Adaptado de Levine e Oren, 2009. 
 
1.2.1 Regulação de p53: Mdm2, Mdm4 e Hausp 
 
Embora a capacidade de p53 responder ao estresse celular seja essencial à 
prevenção do processo carcinogênico, os efeitos de sua resposta podem ser 
drásticos, incluindo a morte celular. Dessa forma, é preciso manter um delicado 
equilíbrio da atividade de p53, existindo mecanismos regulatórios bem elaborados 
para esta função. Em células normais não submetidas a fatores de estresse, o nível 
e a atividade de p53 são mantidos baixos. Ainda que p53 seja constantemente 
produzida, sua meia-vida é curta devido à rápida degradação dependente do 
proteossoma, induzida por seus principais reguladores negativos, as proteínas 
ubiquitina- ligases Mdm2 e Mdm4. 
A proteína Mdm2 é codificada pelo gene MDM2 (OMIM #164785), que está 
localizado no cromossomo 12q15. Sob condições normais ou não estressadas, 
Mdm2 tem papel crítico na inibição de p53, atuando de duas formas principais. 
Primeiramente, pode-se ligar diretamente ao domínio de transativação da região N 
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terminal de p53, inibindo a sua capacidade de causar a transcrição dos seus genes-
alvo (Momand et al., 1992). Além disso, como uma E3 ubiquitina-ligase, Mdm2 
adiciona ubiquitinas (resíduos de 76 aminoácidos) na estrutura de p53, 
encaminhando-a à rápida degradação proteossomal (Haupt et al., 1997). Por outro 
lado, a transcrição do gene MDM2 é regulada por p53, que se liga ao promotor P2 
de MDM2 e estimula sua transcrição. Dessa forma, ao ligar-se a p53, Mdm2 cria 
uma alça de realimentação negativa: os níveis de p53 são controlados por Mdm2 e 
vice-versa (figura 3). 
A proteína Mdm4 é homóloga estrutural de Mdm2. É codificada pelo gene 
MDM4 (OMIM #602704), que está localizado no cromossomo 1q32.1. Mdm4 
interage com Mdm2 formando um heterodímero com uma alta capacidade de 
ubiquitinação, levando à degradação de p53 (Wade et al., 2010). Além disso, assim 
com Mdm2, Mdm4 se liga ao domínio de transativação de p53, inibindo a sua 
capacidade de causar a transcrição dos seus genes-alvo (Jackson e Berberich, 
2000; Stad et al., 2001). Ainda, Mdm4 controla os níveis de Mdm2, inibindo sua 
auto-ubiquitinação, e é controlada por Mdm2 através da ubiquitinação (Marine et al., 
2007). 
A regulação de p53 não ocorre apenas pela ação de ubuquitina-ligases. A 
estabilização dos níveis e da atividade desta proteína conta ainda com uma enzima 
da família das ubiquitina-proteases específicas, a Hausp, que é codificada pelo gene 
HAUSP (OMIM #602519), localizado no cromossomo 16p13.2. Hausp promove tanto 
a desubiquitinação de p53, protengendo-a da degradação, quanto a 
desubiquitinação de Mdm2 e Mdm4, funcionando como importante regulador da rota 
como um todo (Books et al., 2004; Books et al., 2007). A interação p53, Mdm2, 
Mdm4 e Hausp pode ser vista na figura 3, a seguir. 
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Figura 3. Regulação de p53. p53 liga-se à região promotora de MDM2, regulando sua 
expressão. As proteínas Mdm2 e Mdm4 se ligam e inativam p53 pela inibição das atividades 
transcricionais de p53 e pela promoção da ubiquitinação e subsequente degradação 
proteossomal de p53. A proteína Hausp desubiquitina p53 e inativa o complexo Mdm2-
Mdm4. Adaptado de Books et al., 2007. 
 
1.3  Mutações no gene TP53 
 
A perda de função de p53 por mutações deletérias no gene TP53, permite 
que a divisão celular ocorra mesmo que o DNA esteja danificado, predispondo as 
células a um rápido acúmulo de danos genéticos. Assim como as mutações, os 
polimorfismos em TP53 também podem desempenhar um papel no desenvolvimento 
de tumores. O banco de dados do gene TP53, mantido e desenvolvido pela Agência 
Internacional para Pesquisa sobre Câncer (IARC, http://www-p53.iarc.fr/), inclui 
mutações somáticas, mutações germinativas ou variações na sequência de DNA, 
que foram relatadas na literatura desde 1989.  
O tipo e a distribuição das mutações somáticas e germinativas em TP53 são 
muito similares (figura 4) e, considerando todas as alterações já identificadas e 
compiladas no banco de dados da IARC, cerca de 75% são substituições de apenas 
um nucleotídeo que promovem a troca de um aminoácido (mutações missense ou 
de sentido trocado) (figura 4a) (Olivier et al., 2010). Estas mutações ocorrem 
predominantemente na região correspondente ao domínio de ligação ao DNA de p53 
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(entre os éxons 5 e 8) (Hainaut e Hollstein, 2000; Petitjean et al., 2007). Embora já 
tenham sido identificadas substituições em quase todos os resíduos deste domínio, 
há seis códons preferenciais ou “hotspots” (R175, G245, R248, R249, R273 e R282) 
(figura 1b e 4b) onde ocorrem aproximadamente 30% das mutações em TP53 
(Brosh e Rotter, 2009; Oliver et al., 2010).  
 
Figura 4. Comparação entre mutações germinativas e somáticas do gene TP53. a) Os 
gráficos circulares mostram a proporção dos diferentes tipos de mutações germinativas e 
somáticas em TP53. b) Os histogramas mostram os principais pontos de mutação 
germinativa e somática na sequência codificante de TP53. Adaptado de Oliver et al., 2010. 
 
 Além destes seis hotspots, uma importante mutação é encontrada no resíduo 
337 de TP53, correspondente ao domínio de oligomerização de p53 (figura 1b). A 
mutação TP53-p.R337H consiste na substituição nucleotídica G>A (c.1010G>A) no 
éxon 10 do gene TP53 e promove a troca de uma arginina para uma histidina. Esta 
alteração tem sido identificada em alta frequência nas regiões sul e sudeste do 
Brasil, em pacientes afetados com diferentes tipos de tumores, tanto na população 
em geral quanto em famílias que preenchem critérios de SLF e SLFL, devido a um 
efeito fundador (Figueiredo et al., 2006; Achatz et al., 2007; Palmero et al., 2008; 
Garritano et al., 2010). Sua relação patogênica com o câncer de mama no fenótipo 
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SLFL poderia explicar, ao menos em parte, a elevada incidência da deste tipo de 
câncer na região. 
 A maioria das mutações em TP53 encontradas em células tumorais humanas 
impede a ligação de p53 à sequência de DNA alvo. Os hotspots apresentam sítios 
CpG, onde citosinas são geralmente metiladas e sua desaminação espontânea 
induz à transição de citosina para timina. Substituições nestes resíduos resultam em 
uma proteína com menor afinidade pelo DNA e, portanto, com menor capacidade de 
atuar como fator de transcrição e suprimir a proliferação celular (Szymanska e 
Hainaut, 2003). Além disso, acredita-se que, em heterozigotos, a proteína p53 
mutante possa apresentar ação dominante-negativa sobre p53 selvagem através de 
hetero-oligomerização das proteínas normais e mutantes na formação do tetrâmero 
funcional, contribuindo para a inativação de p53 selvagem (Brosh e Rotter, 2009; 
Oliver et al., 2010). Ainda, a proteína p53 mutante pode ter um ganho de função ao 
adquirir propriedades oncogênicas, inativando p63 e p73, outros membros da família 
de p53 que em condições normais têm a função de suprimir a tumorigênese (Brosh 
e Rotter, 2009). 
 
1.4  Câncer de Mama 
 
Em mulheres, o câncer de mama (CM) é o tumor maligno mais comum e a 
segunda principal causa de morte por câncer. Para 2014, estima-se o surgimento de 
57.120 casos novos da doença no Brasil, risco estimado de 56 casos a cada 100 mil 
mulheres. A região sul do país apresenta uma das maiores taxas de incidência, 
podendo chegar a cerca de 88 casos de CM a cada 100 mil mulheres (INCa, 2014). 
A história familiar de câncer de mama é um fator de risco significativo para o 
desenvolvimento da doença e estima-se que 5 a 10% dos casos estejam 
relacionados à predisposição hereditária (Walsh et al., 2006; Euhus et al., 2013). Os 
determinantes genéticos desta doença ainda não estão totalmente caracterizados. O 
gene TP53 foi um dos primeiros genes a ser relacionado com o CM familial, em 
1990 (Malkin et al., 1990), seguido pelos genes BRCA1, em 1994, e BRCA2, em 
1995 (Euhus et al., 2013), estes dois últimos envolvidos na Síndrome de 
Predisposição Hereditária ao Câncer de Mama e Ovário (HBOC).  
Em geral, as mutações deletérias nos genes BRCA1 e BRCA2 ocorrem em 
cerca de 1: 400 a 1: 800 mulheres numa população não selecionada para história 
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familiar e confere um elevado risco (40 a 80%) de desenvolver câncer de mama ao 
longo da vida. Mutações deletérias nos genes TP53 e PTEN também conferem um 
risco elevado do desenvolvimento da doença ao longo da vida, mas ocorrem mais 
raramente na população. Uma série de mutações de penetrância moderada também 
já foram associadas ao câncer de mama familial, incluindo alterações nos genes 
CHEK2, PALB2, entre outros. Ao todo, as mutações de alta e moderada penetrância 
à susceptibilidade ao câncer de mama, provavelmente, representem pouco mais de 
30% dos casos de CM familial. A proporção de risco restante pode ser explicada por 
alelos comuns de baixa penetrância dos quais se têm estudado, principalmente, os 
polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) (Maxwell e Nathanson, 2013). Na tabela 
1, a seguir, estão relacionados alguns dos principais genes de predisposição ao CM. 
 
Tabela 1. Genes de predisposição ao CM e respectivas síndromes. Essa tabela mostra 
alguns dos principais genes de predisposição ao CM, dispostos por ordem de penetrância. 
Adaptado de Euhus et al., 2013. 
Gene Risco de vida 
para CM (%) 
Frequência 
Alélica (%) 
História familiar e indicação fenotípica 
BRCA1 65-81 0,06-1,5 Síndrome hereditária de câncer de mama e ovário: 
CM de aparecimento precoce, câncer de ovário, 
aumento modesto no risco de CM masculino. 
 
BRCA2 45-85 0,06-1,5 Síndrome hereditária de câncer de mama e ovário: 
CM de aparecimento precoce/tardio, câncer de 
ovário, melanoma, câncer pancreático, CM 
masculino. 
 
TP53 50-80 <0,0005 Síndrome de Li-Fraumeni: CM de aparecimento 
muito precoce, sarcoma, carcinoma adrenocortical, 
tumores cerebrais, tumores de phyllodes, e outros. 
RE-positivo, PR-positivo, receptor do fator de 
crescimento epidérmico humano 2-positivo no CM. 
 
PTEN 50-85 0,0005 Síndrome de Cowden: CM, doenças benignas e 
malignas na tireóide, câncer de endométrio, câncer 
colorretal, macrocefalia, triquilemomas, queratoses 
palmo-plantar, papilomatose da mucosa oral, 
doença benigna da mama; 11% -48% mutações de 
novo. 
 
PALB2 20-30 0,2 CM de aparecimento tardio, o CM masculino, o 
câncer de pâncreas 
 
CHEK2 15-25 0,3-1,7 Espectro de câncer similar à síndrome de Li-
Fraumeni, mas menor penetrância; CM masculino 
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1.4.1 Mutações no gene TP53 em câncer de mama 
 
Estudos sugerem uma forte associação entre a presença de mutações 
germinativas em TP53 e a superexpressão da proteína HER2 em carcinomas de 
mama. Segundo estudos da América do Norte, cerca de 63 a 83% dos tumores de 
mulheres portadoras de mutação germinativa neste gene apresentam 
superexpressão de HER2, comparados a 19% a 25% naquelas sem mutação 
germinativa em TP53 (Wilson et al., 2010; Melhem-Bertrandt et al., 2012; Masciari et 
al., 2012). Estima-se que em mulheres jovens (idade média de 38,5 anos) 
diagnosticadas com câncer de mama, o desenvolvimento de tumor HER2-positivo 
pode aumentar em cerca de 7 vezes a probabilidade de apresentar mutação 
germinativa em TP53 (Melhem-Bertrandt et al., 2012). 
Embora mutações germinativas em TP53 tenham sido classicamente 
associadas à SLF, a frequência destas mutações em mulheres com câncer de 
mama, independente do subtipo, diagnosticado antes dos 30 anos de idade e não 
selecionadas para história familiar, varia de 1 a 7% (Lalloo et al., 2006; Gonzalez et 
al., 2009; Mouchawar et al., 2010). Em contraste, ao restringir este grupo para 
mulheres com câncer de mama do subtipo HER2-positivo diagnosticado até os 50 
anos de idade, Rath et al. mostraram que apenas 1,4% das pacientes (3 de 213) 
eram portadoras de mutação germinativa em TP53 (Rath et al., 2013). Corroborando 
com este estudo, dados não publicados do nosso grupo mostram que 6,6% de 
mulheres (7 de 106) com câncer de mama e superexpressão de HER2 
diagnosticado antes dos 60 anos de idade apresentaram mutação germinativa em 
TP53 (Fitarelli-Kiehl et al.). Uma possível explicação para a baixa prevalência 
encontrada por ambos os grupos é a presença de outro mecanismo pelo qual a 
célula possa atenuar a atividade de p53 no processo de carcinogênese, como 
polimorfismos em genes cujos produtos estejam envolvidos com a sua via de 
regulação. 
 
1.4.2 Câncer de mama com superexpressão de HER2 
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O câncer de mama representa um grupo altamente heterogêneo de tumores, 
tanto a nível clínico quanto molecular (Voduc et al., 2010; Minafra et al., 2012). É 
possível a identificação de subgrupos moleculares (luminais A e B, HER2 e basal) 
empregando imunohistoquímica (Gobbi, 2012). 
A proteína HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) é um receptor 
de membrana com atividade tirosina quinase, codificada pelo oncogene ERBB2 
(também conhecido como c-erbB-2), localizado no cromossomo 17q21-22 
(Coussens et al., 1985). Está superexpressa em aproximadamente 15 a 30% dos 
casos de câncer de mama (Slamon et al., 1989; Ross e Fletcher, 1998; Collins et al., 
2012). Em cerca de 90% dos casos de câncer de mama HER2-positivos, a 
superexpressão de HER2 está associada à amplificação (aumento do número de 
cópias) do oncogene ERBB2. Os outros mecanismos de superexpressão ainda não 
estão totalmente esclarecidos, mas parecem estar relacionados com alterações na 
transcrição gênica, na meia-vida ou no processo de reciclagem da proteína HER2 
(Magnifico et al., 2007). 
HER2 faz parte de uma família composta por quatro receptores de fatores de 
crescimento (HER1 ou EGFR, HER2, HER3 e HER4), os quais apresentam 
homologia estrutural, com (1) um domínio extracelular de ligação a ligante (com 
exceção de HER2), (2) um domínio transmembrana e (3) um domínio intracelular 
com função tirosina quinase (Figura 5) (Moasser, 2007). Para os membros HER1, 
HER3 e HER4, a ligação de ligantes aos seus domínios extracelulares induzem uma 
mudança conformacional, que promove a dimerização e a consequente 
transfosforilação de seus domínios intracelulares. A proteína HER2, no entanto, não 
apresenta sítio para ligação de ligante externo e o seu domínio extracelular existe 
em uma conformação constitutivamente ativa. Em células normais, HER2 
preferencialmente forma heterodímeros com HER3 quando este sofre mudança 
conformacional induzida por ligante; em células que superexpressam HER2, porém, 
homodímeros de HER2 são formados espontaneamente, permitindo que seus 
domínios intracelulares sejam transfosforilados sem a necessidade de um sinal 
extracelular que regule a via. Estes resíduos fosforilados ativam uma série de 
cascatas de mensageiros secundários, estimulando vias de sinalização intracelular. 
Assim, fatores de transcrição são ativados e regulam genes envolvidos na 
proliferação celular, na sobrevivência, na diferenciação, na angiogênese, na invasão 
e na metástase (Moasser, 2007; Gutierrez e Schiff, 2011). Dessa forma, tumores 
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com superexpressão de HER2 são particularmente agressivos, com aumento do 
potencial proliferativo e metastático (Ross et al., 2003).  
 
Figura 5. Representação comparativa da família de receptores para fatores de 
crescimento HER. Observa-se a semelhança estrutural entre os quatro receptores, com um 
domínio extracelular de ligação a ligante (exceto em HER2), um domínio transmembrana e 
um domínio intracelular com atividade tirosina quinase. Extraído de 
http://www.biooncology.com/research-education/hdis/her2-dimerization, acesso em 02 
de out, 2014. 
 
A análise da expressão de HER2 é um procedimento de rotina para as 
pacientes com diagnóstico de câncer de mama. O método predominantemente 
utilizado é a imunohistoquímica (IHQ), que detecta os níveis da proteína HER2 nas 
células tumorais através da utilização de anticorpos mono ou policlonais. Por esta 
análise, os carcinomas de mama podem ser classificados em uma escala de 0 a 3+, 
sendo HER2 0 ou 1+ (negativos para expressão de HER2), HER2 2+ (expressão 
intermediária, considerado resultado indeterminado para superexpressão de HER2) 
e HER2 3+ (positivos para superexpressão de HER2). Segundo recomendações da 
ASCO/CAP, tumores com expressão HER2 2+ devem ser submetidos à hibridização 
in situ fluorescente (FISH), que define o número de cópias do gene ERBB2 nas 
células. Tumores com resultado 2+ na IHQ e positivo na análise por FISH são 
considerados positivos para superexpressão de HER2 (Wolff et al., 2007).  
Atualmente, duas drogas estão aprovadas pela FDA (Food and Drug 
Administration) para o tratamento específico de pacientes com câncer de mama 
  25 
HER2-positivo: o trastuzumab (Herceptin®, Genentech), um anticorpo monoclonal 
humanizado que reconhece o domínio externo de HER2 e inibe as vias de 
sinalização desencadeadas por esta proteína; e o lapatinib 
(Tykerb®, GlaxoSmithKline), um inibidor que bloqueia a atividade tirosina quinase de 
HER2. O direcionamento da terapia tem melhorado as perspectivas de pacientes 
com esse subtipo agressivo de câncer de mama, mas o tratamento só é eficaz em 
pacientes cujos tumores expressam altos níveis de HER2 ou apresentam 
amplificação do gene ERBB2 (Gutierrez e Schiff, 2011). 
 
1.5  Polimorfismos modificadores de p53 
 
Além das mutações no gene TP53, inúmeros SNPs germinativos já foram 
identificados, tanto em TP53 quanto nos genes que codificam os seus reguladores, 
MDM2, MDM4 e HAUSP. Ao contrário do efeito causal das mutações germinativas 
em TP53, os polimorfismos exercem efeitos mais sutis no desenvolvimento do 
câncer. Além disso, estudos têm demonstrado a ação desses SNPs como 
modificadores do fenótipo de pacientes com Síndrome de Li-Fraumeni (Bougeard et 
al., 2006; Fang et al., 2010). 
 
1.5.1 Polimorfismo no gene TP53: rs1042522 (c.215G/C, p53 Arg72Pro) 
 
O polimorfismo c.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522) é um dos mais 
estudados em TP53 e já foi caracterizado como uma variante funcional (Sun et al. 
2010). Localizado no códon 72, no éxon 4, este SNP resulta na substituição de 
aminoácido de uma prolina (Pro) para uma arginina (Arg) e, dependendo do alelo 
presente, codifica a proteína p53 com diferentes propriedades. O resíduo 72 fica no 
domínio de p53 rico em prolina (figura 1), essencial para a resposta apoptótica 
completa. Embora o alelo 72Arg resulte em uma proteína capaz de induzir apoptose 
com cinética mais rápida, o alelo 72Pro resulta em uma proteína que induz 
senescência de forma mais eficiente e interrompe o ciclo celular com maior eficácia 
(Dumont et al. 2003; Pim and Banks 2004; Oliver et al, 2010).  
A associação de p53 Arg72Pro com o risco de câncer de mama, tanto 
esporádico quanto familiar, tem sido amplamente investigada, mostrando resultados 
contraditórios em diferentes populações. Alguns estudos associam o genótipo 
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ArgArg à predisposição ao câncer de mama (Buyru, et al., 2003; Ohayon et al., 
2005); outros, o alelo 72Pro ao risco aumentado de desenvolver a doença (Huang et 
al., 2003; Proestling et al., 2012; Krivokuca et al., 2014). Alguns estudos de meta-
análises, no entanto, não detectam nenhuma associação (Schmidt et al., 2007; He et 
al., 2011; Ma et al., 2011; Hou et al., 2013).  
Com relação à idade ao aparecimento de câncer, os dados são mais 
consistentes, relacionando a presença do alelo 72Arg à antecipação da idade ao 
diagnóstico, tanto em pacientes portadores de mutação germinativa em TP53, com 
início de câncer cerca de 12 anos mais cedo (Bougeard et al., 2006), quanto em 
pacientes não selecionados para história familiar (Proestling et al., 2012). A média 
de idade ao surgimento de tumor nos pacientes com SLF é ainda menor quando 
também são portadores do alelo de risco para o MDM2 SNP309, indicando um efeito 
cumulativo de ambos os polimorfismos (Bougeard et al., 2006; Schmidt et al., 2007). 
 
1.5.2 Polimorfismo no gene MDM2: rs2279744 (c.14+309T/G, MDM2 SNP309) 
  
No gene MDM2, há um importante polimorfismo no íntron 1, região intrônica-
promotora, c.14+309T/G (MDM2 SNP309, rs2279744). A mudança do alelo T para o 
alelo G aumenta a afinidade do fator de transcrição SP1 de MDM2, aumentando a 
sua transcrição e, consequentemente, os níveis elevados da proteína Mdm2, que é 
um regulador negativo crítico de p53, atenuam a resposta de p53 ao estresse e 
levam a um aumento do risco de câncer e/ou à formação de tumores com 
progressão acelerada.  (Bond et al., 2004; Levine et al., 2000).  
O MDM2 SNP309 tem sido associado ao risco de câncer de mama, mas os 
resultados são inconclusivos. Embora vários estudos, alguns deles com milhares de 
amostras de pacientes, não mostrem nenhuma associação entre o alelo SNP309G e 
o risco do desenvolvimento da doença (Schmidt et al., 2007; Wilkening et al., 2007), 
já foram publicados trabalhos indicando esta associação (Post et al., 2010; Fang et 
al., 2010; Zhao et al., 2011). Em 2010, foram gerados camundongos a partir da 
introdução das sequências promotoras humanas no locus de murino homólogo para 
examinar os efeitos diretos do SNP309 sobre a tumorigênese. Foi visto que o 
genótipo GG resultava em um aumento do risco de tumores esporádicos, e o alelo 
SNP309G potencializava o fenótipo tumoral e alterava o espectro de tumores em 
camundongos que herdavam uma mutação no hotspot p53R172H. Estes dados 
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fornecem evidências para o efeito causal do alelo SNP309G no aumento do risco de 
câncer em humanos, tanto esporádico quanto familiar (Post et al., 2010). Além disso, 
um estudo que analisou o MDM2 SNP309 em pacientes com SLF sem mutação 
germinativa em TP53 mostrou que estas tiveram o dobro da percentagem do 
genótipo GG do que a população geral, sugerindo que o polimorfismo pode ter efeito 
causador adicional desta síndrome (Ruijs et al., 2007).  
Quanto à idade, o alelo SNP309G tem sido encontrado em uma maior 
frequência em pacientes com câncer de mama precoce (Lang et al., 2009) e tem 
sido associado à antecipação da idade ao diagnóstico de câncer tanto nas pacientes 
com SLF, diagnosticadas, em média, 11 anos mais cedo (Bond et al., 2004; 
Bougeard et al., 2006; Ruijs et al., 2007; Marcel et al., 2009), quanto nas pacientes 
sem nenhuma mutação conhecida em TP53 (Bond et al., 2006; Wasielewski et al., 
2006). Esse alelo também está associado a um risco aumentado de câncer de 
mama e de ovário em pacientes com mutações herdadas em BRCA1 e BRCA2 
(Yarden et al., 2008). 
 
1.5.3 Polimorfismo em MDM4: rs1563828 (c.753+572C/T) 
 
No gene MDM4, há um polimorfismo no íntron 9, que consiste na alteração 
c.753+572C/T (rs1563828). O efeito desta variante na rota de p53 ainda não é bem 
compreendido. No entanto, de forma semelhante à proteína Mdm2, a 
haploinsuficiência de Mdm4 conduz a um aumento da atividade de p53, sugerindo 
que a mudança de um par de base em MDM4 poderia alterar os níveis da proteína o 
suficiente para afetar a via de p53 (Terzian et al., 2007).  
Embora esse polimorfismo não pareça estar associado ao risco para o câncer 
de mama, pacientes homozigotas para o genótipo TT estão associadas a menor 
idade ao início da doença (Song et al., 2012). Em um estudo publicado em 2009, a 
análise de haplótipos contendo o polimorfismo rs1563828 foi associada com idade 
precoce ao diagnóstico de câncer de mama com receptor de estrogênio negativo, 
mas não com receptor de estrogênio positivo (Kulkarni et al., 2009). Em portadores 
da mutação germinativa em TP53, não parece haver impacto do polimorfismo sobre 
o aparecimento de tumor (Fang et al., 2010). 
 
1.5.4 Polimorfismo em HAUSP: rs1529916 (c.2719-234G/A) 
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 No gene HAUSP, há um polimorfismo no íntron 25, que consiste na alteração 
c.2719-234G/A (rs1529916). O efeito desta variante na via de p53 ainda não é bem 
esclarecido. A presença do alelo A já foi associada com infertilidade e com maior 
agressividade em tumores de próstata (Kang et al., 2009; Sun et al., 2010), mas o 



































O câncer de mama com superexpressão de HER2 é particularmente 
agressivo e tem sido associado a um pior prognóstico. Dessa forma, uma melhor 
caracterização molecular das pacientes diagnosticadas com este subtipo de tumores 
de mama poderia contribuir para o melhor entendimento da doença. 
Mutações germinativas em TP53 ocorrem em 1 a 7% de mulheres com 
câncer de mama em idade muito jovem (antes dos 30 anos) e não selecionadas 
para história familiar. A superexpressão de HER2 supostamente aumenta a chance 
de se identificar mutação em TP53 em aproximadamente 7 vezes (Melhem-Bertrandt 
et al., 2012). Porém, ao contrário desta suposição, estudos recentes encontraram 
uma baixa prevalência de mutações germinativas em TP53 em pacientes com 
câncer de mama com superexpressão de HER2 (Rath et al., 2013; Fitarelli-Kiehl et 
al., 2014). Baseando-se na existência de variantes genéticas funcionais, tanto em 
TP53 quanto em genes da sua via de sinalização (MDM2, MDM4 e HAUSP) capazes 
de atenuar a via de p53, nossa proposta no presente estudo é avaliar se os 
polimorfismos TP53 c.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522), MDM2 c.14+309T/G 
(MDM2 SNP309, rs2279744), MDM4 c.753+572C/T (rs1563828) e HAUSP c.2719-
234G/A (rs1529916) poderiam contribuir como fatores de risco adicionais para o 
desenvolvimento desse tipo específico de câncer de mama. 
Alguns destes polimorfismos já foram propostos como modificadores do 
fenótipo relacionado a mutações germinativas em TP53 em pacientes com câncer 
de mama. Portanto, também se justifica a investigação da sua potencial influência na 
idade ao diagnóstico dessas pacientes, num contexto de superexpressão de HER2. 
O estudo é relacionado à linha de pesquisa desenvolvida durante o Doutorado 
de Mariana Fitarelli-Kiehl, um projeto mais abrangente que investiga a prevalência 
de alterações germinativas em TP53 em câncer de mama HER2-positivo, bem como 
os diferentes fatores que potencialmente levam ao aumento da expressão de HER2.  
 
 






3.1 Objetivos Gerais 
 
Investigar o papel de polimorfismos em TP53 e em genes da via de sinalização de 
p53 em pacientes com câncer de mama e superexpressão de HER2, nos contextos 
de presença e ausência de mutações germinativas em TP53. 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
3.2.1 Determinar as prevalências alélicas e genotípicas dos polimorfismos 
p.Arg72Pro (rs1042522) em TP53, c.14+309T/G (rs2279744) em MDM2, 
c.753+572C/T (rs1563828) em MDM4 e c.2719-234G/A (rs1529916) em HAUSP em 
mulheres que desenvolveram CM com superexpressão de HER2 e comparar com 
grupo controle de mulheres sem CM. 
 
3.2.2 Comparar as prevalências alélicas e genotípicas desses mesmos 
polimorfismos nas mulheres com CM e superexpressão de HER2 positivas para 
mutação germinativa em TP53 e negativas para mutação germinativa em TP53 com 
o grupo controle de mulheres sem CM. 
 
3.2.3 Avaliar o impacto desses polimorfismos na idade ao diagnóstico do CM com 
superexpressão de HER2 tanto nas pacientes positivas para mutação germinativa 
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Li–Fraumeni and Li–Fraumeni-like syndromes (LFS/LFL), characterized by the 
development of multiple early onset cancers, are associated with germline TP53 
mutations. Studies suggest a strong association between these mutations and 
overexpression of HER2 protein in breast cancer (BC). In groups of women with 
HER2-positive BC, however, has been identified a low prevalence of germline TP53 
mutations. Polymorphisms in the p53 signaling pathway also have been linked to 
cancer risk and modifier effects on LFS/LFL. We assessed the involvement of SNPs 
p53 Arg72Pro, MDM2 SNP309, MDM4 c.753+572C/T and HAUSP c.2719-234G/A 
on risk and age at diagnosis of patients with HER2-overexpressing BC in the context 
of germline TP53 mutations. MDM2 SNP309 GG genotype was more prevalent only 
in TP53 germline mutation carriers (TP53+) (P=0.003) while the frequency of the 
MDM4 c.753+572 T allele was higher only in patients without germline TP53 
mutations (TP53-) (P=0.042). Presence of the HAUSP c.2719-234 A allele had a 
protective effect, resulting in a 3 years delay in the age of cancer diagnosis in the 
TP53 mutation negative patients (P=0.033). These results suggest that 
polymorphisms in the p53 signaling pathway may be involved with HER2-












  33 
 
 
Keywords: germline TP53 mutation, HER2-overexpressing breast cancer, MDM2 
SNP309, MDM4 c.753+572C/T, HAUSP c.2719-234G/A, p53 Arg72Pro 
Introduction  
 
Li–Fraumeni syndrome (LFS) (OMIM #151623) is a rare autosomal dominant 
disorder of predisposition to multiple early onset cancers, caused by a germline 
mutation in the TP53 tumour supressor gene (OMIM #191170) [1, 2]. The most 
frequent cancers associated with LFS are breast cancer (BC), bone and soft tissue 
sarcomas, brain tumors and adrenocortical carcinomas. Other less frequent cancers 
include leukemia, stomach cancer and colorectal cancer [3]. Families with incomplete 
features of LFS are referred to as having Li-Fraumeni-like syndrome (LFL), for which 
several clinical definitions have been proposed, as Birch, Chompret and Eeles [4 – 
6]. 
The p53 protein is involved in many cellular functions, including cell cycle 
arrest, apoptosis, DNA repair and maintenance of genetic integrity [7]. TP53 germline 
mutations, detected in about 77% of LFS and 40% of LFL families [8], can lead to 
decrease or loss of these functions and, consequently, other genetic alterations may 
accumulate in the cell [9]. Previous studies suggest a strong association between the 
presence of germline TP53 mutations and overexpression of HER2 protein in breast 
carcinomas. Approximately 63-83% of the breast tumors occurring in women with 
germline TP53 mutations showed overexpression of HER2 compared to 19-25% in 
those diagnosed in women without germline TP53 mutations [10 – 12]. 
The HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) protein is a 
membrane receptor with tyrosine kinase activity, overexpressed in about 15 to 30% 
of BC [13 – 15]. When overexpressed, HER2 is able to activate and regulate 
intracellular expression of different genes involved in the growth and proliferation of 
tumor cells signaling [16]. Therefore, tumors overexpressing HER2 are particularly 
aggressive with increased proliferative and metastatic potential [17]. 
Although germline TP53 mutations have been classically associated with LFS, 
the frequency of these mutations in women diagnosed with BC before 30 years old, 
unselected for family history, ranges from 1 to 7% [18 – 21]. However, when this 
group is restricted to women with HER2-overexpressing BC, a low prevalence of 
  34 
germline TP53 mutation is shown in these patients. Rath et al. showed that in women 
with HER2-positive (HER2+) BC diagnosed before 50 years old, only 1.4% of 
patients (3 of 213) were carriers of germline TP53 mutation [22]. Corroborating this 
study, unpublished data from our group show that 6.6% of women (7 of 106) with 
HER2-overexpressing BC diagnosed before 60 years old showed germline TP53 
mutation [23]. 
In addition to mutations, numerous germline single-nucleotide polymorphisms 
(SNPs) have already been identified in TP53 and in other genes of the p53 pathway, 
such as MDM2, MDM4 and HAUSP. In normal cells, that are not exposed to stress, 
levels of p53 must be kept low. Acting as an ubiquitin protein ligase (E3), the Mdm2 
oncoprotein is a key negative regulator of p53, which targets p53 towards 
ubiquitination and proteasomal degradation [24]. Mdm4, which is a structural 
homologue of Mdm2, interacts with Mdm2 forming a heterodimer with a high capacity 
for ubiquitination, both leading to degradation of p53 [25]. Hausp stabilizes Mdm2, 
Mdm4 and p53 via its specific deubiquitinase activity [26]. The Mdm2, Mdm4 and 
Hausp proteins thus maintain p53 level and activity. The pivotal role of these proteins 
in the control of p53 argues that polymorphisms at these loci may be important for 
the modulation of p53 function and may exert some effects on risk of cancer or tumor 
onset [27]. 
Based on the surprising low prevalence of germline TP53 mutations found in 
patients with HER2+ BC in a local cohort and on the existence of functional genetic 
variants able to attenuate the p53 pathway, in this study we analyzed the 
polymorphisms TP53 c.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522), MDM2 c.14+309T/G 
(MDM2 SNP309, rs2279744), MDM4 c.753+572C/T (rs1563828) and HAUSP 
c.2719-234G/A (rs1529916) in women with  HER2-overexpressing BC. We 
hypothesized that these SNPs could act as modulating factors on HER2-
overexpressing breast cancer risk, contributing to the development of this specific 
subtype of the disease. We evaluated for the first time the involvement of these 
SNPs on risk and age at diagnosis of patients with HER2-overexpressing BC in the 
context of presence or absence of germline TP53 mutations. 
 
Materials and methods  
 
Patients 
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Overall, 110 patients (table 1) were recruited using the following inclusion 
criteria: women with breast cancer (BC) diagnosed before age 60 years and 
presenting an immunohistochemical analysis of the tumor showing HER2 
overexpression (2+ and 3+). In addition, were screened 184 asymptomatic women 
who participated in a BC screening program in Southern Brazil [28]. All individuals 
recruited for this study provided written informed consent and authorized the 
publication of their pedigrees. This study was approved by the institutional research 
and ethics committees of the coordinating center of Hospital de Clínicas de Porto 




Prevalence of polymorphisms 
 
For the genotypic and allelic prevalence analysis, we included a consecutive 
sample of 106 patients with HER2-overexpressing BC, diagnosed at HCPA between 
the years 2007 and 2012 and unselected for family history of cancer. These women 
were previously genotyped for the TP53 gene, and 7 of them carried the following 
germline mutations: c.108G>A/c.993+12T>C; p.G244D/WT; p.K351E/WT; 




To analyze the potential action of these variants in the TP53, MDM2, MDM4 
and HAUSP genes as phenotype modifiers, we genotyped 108 women with HER2-
overexpressing BC, 97 of them without and 11 with germline TP53 mutations. All 
these 97 women without germline TP53 mutations were the same oh the previous 
study group. The 11 women with germline TP53 mutations was compound by the 7 
patients of the previous study group plus 4 additional women with the same inclusion 
criteria and a known mutation in TP53 gene (p.G245S/WT; p.R273H/WT; 
p.G244D/WT; IVS6+1G>T/WT). Clinical data of recruited patients were obtained by 
interviews, specific questionnaires and/or review of medical records. The family 
history of cancer was assessed and classified according to criteria for LFS/LFL 
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(classic, Birch, Chompret and Eeles) and Hereditary Breast and Ovarian Cancer 
(HBOC) syndrome (ASCO criteria). The two patients whose family histories fulfilled 




Peripheral blood samples were collected in EDTA vials and DNA isolated 
using the GE extraction kit (GE Healthcare Lifesciences, BR), as described by the 
manufactures. Germline TP53 mutation screening in HER2-overexpressing BC cases 
was previously performed by High Resolution Melting (HRM) analysis followed by 
Sanger sequencing of the entire coding sequence and flanking intronic regions [23]. 
For all polymorphisms, TP53 rs1042522 (c.215G/C), MDM2 rs2279744 
(c.14+309T/G,), MDM4 rs1563828 (c.753+572C/T) and HAUSP rs1529916 (c.2719-
234G/A), genotyping was performed by real-time PCR using TaqMan® allelic 
discrimination system, and was included positive and negative internal controls in all 
experiments. For genotyping of the TP53, MDM4 and HAUSP polymorphisms, each 
reaction contained 11.5L of total volume, including: 20ng of genomic DNA, 6.25L 
of TaqMan Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystems Inc.) and 0.3125L of 
probe 40X (Applied Biosystems USA), as previously described [29]. For the MDM2 
polymorphism genotyping, reaction included: 20ng of genomic DNA, 6.25L of 
TaqMan Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystems Inc.), 0.075M of each 
specific primer and 0.0075M of probes SNP Genotyping assay 40X specific for each 
allele (Applied Biosystems USA), as previously described [29]. Experiments were 
performed using a StepOne PCR Real-Time System (Applied Biosystems Inc.), with 
an initial cycle of 10 minutes at 95°C, followed by 45 cycles of 15 seconds at 92°C 




Comparisons of genotype and allelic distribution of each polymorphism 
between cases and controls were performed by χ2 test. Comparison of mean age 
was assessed by the non-parametric Mann–Whitney test. Statistical analyses (non-
  37 
adjusted) were performed using the Statistical Package for the Social Sciences 




Clinical characteristics of patients 
 
Age at diagnosis of cancer, immunohistochemical (IHC) HER2, estrogen 
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) status of tumors and family cancer 
history are summarized in Table 1. In the TP53+ group, 8 of the 11 (72.7%) breast 
tumors were classified as HER2 3+, whereas 54 of the 99 (54.6%) breast tumors in 
TP53- women were HER2 3+. About half (55%) of the TP53+ patients were positive 
for both ER and PR while about 65% and 55% of TP53- patients were positive for ER 
and PR, respectively. Most TP53+ patients (81.8%) showed clinical criteria for 
LFS/LFL.  In TP53- women, 36.4% also showed a family history consistent with 
LFS/LFL and 2% showed HBOC criteria. 
 
Prevalence of polymorphisms 
 
We first compared the distribution of the four polymorphisms between the 
group of 106 cases of HER2-overexpressing BC (7 with germline TP53 mutation) and 
the control group (N = 184), regardless of their TP53 mutation status. These 
populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. No significant difference was 
observed in the distribution of genotypic and allelic frequencies between the two 
groups for any of the four polymorphisms, TP53 c.215G/C, MDM2 c.14+309T/G, 
MDM4 c.753+572C/T and HAUSP c.2719-234G/A (table 2). When we stratified 
women with HER2-overexpressing BC in TP53- (N = 99) andTP53+ (N = 7) patients, 
the GG genotype of SNP MDM2 c.14+309T/G was more prevalent in HER2-
overexpressing BC TP53+ group than in the control group (P = 0.003) but did not 
differ between cases of HER2-overexpressing BC TP53- and controls (table 3). On 
the other hand, the T allele of SNP MDM4 c.753+572C/T was more prevalent in 
patients with HER2-overexpressing BC TP53- than in the control group (P = 0.042) 
but did not differ between cases of HER2-overexpressing BC TP53+ and controls 
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(table 3). The genotypic and allelic frequencies of TP53 p.Arg72Pro and HAUSP 
c.2719-234G/A did not differ from the control group (see table 3).  
 
Effect of polymorphisms on age at BC diagnosis 
 
We next analyzed the age diagnosis of HER2-overexpressing BC in relation to 
the four polymorphisms, independently of TP53 status (table 4) or in combination 
with this information (table 5). The presence of the HAUSP c.2719-234 A allele 
showed a “protective” effect: its presence was associated with a delayed mean age 
at cancer diagnosis. The diagnosis was four years later when we analyzed patients 
irrespective of their TP53 mutation status (P = 0,037) and three years later in TP53- 
patients when they were stratified (P = 0.033). The age at diagnosis did not differ with 




Currently, germline mutations in the TP53 gene are the only known genetic 
defect underlying LFS/LFL [30]. BC is the most common tumor in families with these 
syndromes, and the molecular phenotype is predominantly HER2+ (63-83%) with 
features of an aggressive subtype [10 - 12]. Although the presence of germline TP53 
mutations seems to be associated with the development of HER2+ BC, the inverse 
relationship has not been proven. In other words, unselected women with HER2-
overexpressing BC does not seem to have a higher prevalence of germline TP53 
mutations compared to unselected women with any type of BC [22, 23]. In this study 
we assumed that there are others mechanisms by which the cell can attenuate the 
p53 pathway in the carcinogenesis process of this specific subtype of BC. The p53 
protein and its regulators Mdm2, Mdm4 and Hausp are central to tumorigenesis by 
directing cells to undergo cell cycle arrest and/or apoptosis in response to DNA 
damage and other stress signals or not in unstressed cells. The genes encoding 
these proteins contain nucleotide variations (p53 Arg72Pro, MDM2 SNP309, MDM4 
c.753+572C/T and HAUSP c.2719-234G/A) that influences cellular response. In this 
study, we evaluated whether these polymorphisms have any impact on risk of HER2-
overexpressing BC and age of disease onset. 
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In relation to MDM2 SNP309 (c.14+309T/G, rs2279744), the T to G change in 
the promoter region increases the affinity to the transcription factor SP1. 
Consequently, high levels of Mdm2 protein attenuate the p53 response to stress and 
can leads to an increased risk of cancer and/or tumor formation with accelerated 
progression [31, 32]. This polymorphism has been associated with cancer risk in 
some studies, but the results are still controversial. In our study, the distribution of 
genotypic and allelic frequencies for MDM2 SNP309 did not differ between groups 
when we analyzed patients irrespective of their TP53 mutation status. When we 
stratified women with HER2-overexpressing BC in TP53+ or TP53- and compared 
both with the control group, however, the frequency of the MDM2 SNP309 GG 
genotype was higher only in patients with HER2-overexpressing BC TP53+. This 
result suggests that MDM2 SNP309 and germline TP53 mutations may act together 
in the development of HER2-overexpressing BC. Several studies showed no 
association between MDM2 SNP309 G allele and the risk of BC, but they did not 
consider germline TP53 mutations status [33, 34]. On the other hand, Lum et al. 
reported that the G allele of MDM2 SNP309 increased familial BC risk [35]. Among 
germline TP53 mutation carriers, Fang et al. demonstrated that MDM2 SNP309 GG 
and GT genotypes were linked to a 1.58 times greater likelihood of developing 
cancer than TT homozygosity [36]. Regarding age at diagnosis, Rujis et al. showed 
that tumors occurred 16 years earlier in TP53 mutation carriers with an MDM2 
SNP309 G allele as compared to the TT group [37], confirming the conclusions of 
Bond et al. [31] and Bougeard et al. [38] who showed an age difference of 7 and 10 
years, respectively. Neither Bond et al. [31] nor Bougeard et al. [38] screened LFS 
and LFL-related patients without germline TP53 mutation. For Rujis study, in the 
TP53- LFS and LFL-related group, the age of tumour onset for MDM2 SNP309 G 
allele patients was not significantly different [37].  In our study, the age at diagnosis 
of HER2-overexpressing BC did not differ with MDM2 SNP309 for the TP53- neither 
for TP53+ patients. In the first case, the data were similar to those found by Rujis et 
al. [37] and in the second case, we may not have sufficient statistical power due to 
the small number of patients. As the MDM2 SNP309 GG genotype of this SNP has 
been associated with breast and ovarian cancer risk among BRCA1/2 carriers [39], 
then we excluded patients with a family history of HBOC (related to germline 
BRCA1/2 mutations) of our analysis of age at diagnosis. 
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The effect SNP MDM4 c.753+572C/T (rs1563828), located in intron 9, is not 
yet well understood in relation to p53 function. However, similarly to what happens 
with the Mdm2 protein, haploinsufficiency of Mdm4 leads to an increased activity of 
p53, suggesting that the change of one base pair in MDM4 could alter protein levels 
enough to affect the p53 pathway [40]. In our analysis, the distribution of genotypic 
and allelic frequencies of the MDM4 c.753+572C/T did not differ to the control group 
when we grouped all HER2-overexpressing BC patients. When we stratified the case 
group by TP53 mutation status and compared with the control group, however, the 
MDM4 c.753+572 T allele of this SNP was more prevalent only in TP53- patients with 
HER2-overexpressing BC. This result suggests that MDM4 c.753+572C/T 
contributes to the development of HER2-overexpressing BC in patients who have no 
germline TP53 mutation. Analyzing 124 early-onset BC patients (age ≤ 35 years at 
time of diagnosis), Song et al. concluded that CT or TT genotypes of the MDM4 
c.753+572C/T do not confer a significantly increased risk for BC compared with CC 
genotype [41]. However, as this is a population that developed the disease early, it is 
possible that a proportion of patients had germline TP53 mutation (not verified in the 
study), which could explain the lack of association if our findings were confirmed and 
extrapolated to any BC. In carriers of germline TP53 mutations, Fang et al. showed 
that there seems impact of this SNP on the emergence of tumor [36]. However, in 
this study, we do not know what proportion of patients who have BC. When analyzing 
the age at diagnosis, MDM4 c.753+572 T homozygous were observed to develop BC 
earlier than CC and CT patients [41]. In the study by Kulkarni et al., however, 
analysis of haplotypes containing the MDM4 c.753+572C/T polymorphism was 
associated with early age at diagnosis of BC in patients with ER-negative tumors, but 
not with ER-positive [42]. In our study, the age at diagnosis of HER2-
overexpressing BC did not differ with MDM4 c.753+572C/T for the TP53- patients 
neither for TP53+ patients. For the group of TP53- patients (who was associated with 
this polymorphism) there was a higher percentage of patients with ER-positive 
tumors, but the difference is not significant.  
The HAUSP c.2719-234G/A polymorphism (rs1529916), at the intron 25, is not 
well studied yet. The presence of the HAUSP c.2719-234 A allele already been 
associated with infertility and increased aggressiveness in prostate tumors [27, 52], 
but still do not know its effect in the context of patients with BC and/or with LFS/LFL. 
In our study, this SNP does not seem to be involved with risk of HER2-
  41 
overexpressing BC. However, for the first time, it was reported as phenotype modifier 
of these patients. It is important to note that although most studies associating the 
modifying phenotype effect of the polymorphisms in the p53 pathway with LFS/LFL 
families, the HAUSP c.2719-234G/A seems to be related to patients without germline 
TP53 mutation. 
The TP53 c.215G/C polymorphism (p53 Arg72Pro, rs1042522) results in an 
amino acid substitution of a proline (Pro) to an arginine (Arg) and depending on the 
allele present, encodes p53 with different properties. Although p53 72Arg allele 
results in a protein capable of inducing apoptosis with faster kinetics, the p53 72Pro 
allele results in a protein which induces senescence and disrupts the cell cycle more 
effectively [43, 44]. Therefore, studies that examine the BC risk of this polymorphism 
are contradictory. Some associate the genotype ArgArg with predisposition to BC 
[45, 46]; others, the p53 72Pro allele with increased risk of the disease [47, 48]. Our 
findings, as well some meta-analysis studies [49 – 51], not detect any association. 
With respect to age at onset of cancer, the data relating the presence of the p53 
72Arg allele with anticipation of age at diagnosis in both patients with germline TP53 
mutation [38], as in patients unselected for family history [47], but we found no 
association. 
In conclusion, our results suggest that the p53 Arg72Pro is not involved in risk 
or early age of HER2-overexpressing BC. However, MDM2 SNP309, MDM4 
c.753+572C/T and HAUSP c.2719-234G/A seem to be associated with the 
development of this specific subtype of BC dependently of status for TP53. While the 
MDM2 SNP309 can have an additive effect with germline TP53 mutations, the 
presence of MDM4 c.753+572 T variant appears contribute as an additional 
mechanism by which the cell attenuates the p53 pathway in patients without germline 
TP53 mutation, which could explain the low prevalence of these mutations found in 
HER2+ BC. In addition, HAUSP c.2719-234G/A seems to have a protective effect in 
HER2-overexpressing BC without germline TP53 mutation patients. This is the first 
study to examine the role of MDM2, MDM4, HAUSP and TP53 polymorphisms in 
HER2-overexpressing BC. Further studies in larger cohorts of patients are necessary 
in order to confirm these findings and better understand the interplay of the p53 
signaling pathway and HER2+ BC. 
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* χ2 test. 
IHC, immunohistochemical; ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor 
NA, not available. 
 
 
Table 1. Characteristics of patients with HER2+ Breast Cancer (with and without germline TP53 
mutation) and control group. 
 Women with HER+ BC 
(N=110) 
P 
Control group  
(N=184) 
  TP53+ TP53-   
N 11 99  184 
Median age at diagnosis 
(range) 
42 (27-55) 46 (24-60)  52 (40-69) 
HER2 status (%) of IHC     
HER2 2+ (ambiguous) 3 (27,3) 45 (45,4)  NA 
HER2 3+ (positive) 8 (72,7) 54 (54,6) 0,251* NA 
ER status (%)     
ER + 6 (54,5) 65 (65,6)  NA 
ER - 5 (45,5) 34 (34,4) 0,467* NA 
PR status (%)     
PR + 6 (54,5) 55 (55,5)  NA 
PR - 5 (45,5) 44 (44,5) 0,949* NA 
Family History of Cancer (%)     
LFS/LFL 9 (81,8) 36 (36,4)  NA 
HBOC 0 (0) 2 (2,0)  NA 
Without family history 2 (19,2) 61 (61,6) 0,014* NA 






































Table 2. Genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719- 
234G/A) in the control group and in women with HER2+ BC. 
    TP53 (c.215G/C)  MDM2 (C.14+309T/G)  MDM4 (c.753+572C/T)  HAUSP (c.2719-234G/A) 




(N = 184) 
GG 83 (45)   TT 78 (42)   CC 73 (40)   GG 97 (53)  
GC 79 (43)   TG 82 (45)   CT 87 (47)   GA 74 (40)  




(N = 106) 
GG 51 (48)   TT 47 (44)   CC 36 (34)   GG 56 (53)  
GC 48 (45)   TG 42 (40)   CT 45 (42)   GA 41 (39)  




(N = 368) 
G 245 (67)   T 238 (65)   C 233 (63)   G 268 (73)  




(N = 212) 
G 150 (71)   T 136 (64)   C 117 (55)   G 153 (72)  
C 62 (29) 0,299  G 76 (36) 0,899  T 95 (45) 0,054  A 59 (28) 0,865 
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 Table 3. Genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719-
234G/A) in the control group and in women with HER2+ BC, stratified in status of germline TP53 mutation. 
    TP53 (c.215G/C)  MDM2 (C.14+309T/G)  MDM4 (c.753+572C/T)  HAUSP (c.2719-234G/A) 




(N = 184) 
GG 83 (45)   TT 78 (42)   CC 73 (40)   GG 97 (53)  
GC 79 (43)   TG 82 (45)   CT 87 (47)   GA 74 (40)  




TP53 -  
(N = 99) 
GG 49 (48)   TT 44 (45)   CC 32 (32)   GG 53 (54)  
GC 45 (45)   TG 42 (42)   CT 44 (45)   GA 38 (38)  







(N = 7) 
GG 3 (43)   TT 3 (43)   CC 4 (57)   GG 3 (43)  
GC 3 (43)   TG 0 (0)   CT 1 (14)   GA 3 (43)  




(N = 368) 
G 245 (67)   T 238 (65)   C 233 (63)   G 268 (73)  





(N = 198) 
G 141 (71)   T 130 (66)   C 108 (55)   G 144 (73)  







(N = 14) 
G 9 (64)   T 6 (43)   C 9 (64)   G 9 (64)  
C 5 (36) 0,859  G 8 (57) 0,096  T 5 (36) 0,941  A 5 (36) 0,483 
TP53-, women without germline TP53 mutation; TP53+, women with germline TP53 mutation 
* χ2 test. 
a  
Were considered HER2+ BC tumors with immunohistochemistry 2+ and 3+. 
b
 Were considered any germline TP53 mutation, including variants of unknown significance. 






















 ArgPro = 49 and ProPro = 7 
b
 TG = 44 and GG = 16 
c
 CT = 47 and TT= 25 
d
 GA = 43 and AA= 8 
Table 4. Distribution of mean age at cancer diagnosis according to 
polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 
(c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719-234G/A) status. 
 N (%) Mean age (SD) P* 
TP53 (c.215G/C)    
ArgArg 52 (48) 46 (8,6)  
ArgPro + ProPro
a
 56 (52) 46 (9,0) 0,658 
 
MDM2 (C.14+309T/G)    
TT 48 (44) 46 (9,6)  
TG + GG
b
 60 (56) 46 (8,1) 0,973 
 
MDM4  (c.753+572C/T)    
CC 36 (33) 47 (7,6)  
CT + TT
c
 72 (67) 46 (9,3) 0,799 
 
HAUSP (c.2719-234G/A)    
GG 57 (53) 44 (9,1)  
GA + AA
d
 51 (47) 48 (8,1) 0,037 
    
Table 5.  Distribution of mean age at cancer diagnosis according to both TP53 mutation and polymorphisms 
in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719- 234G/A) status. 




























*Mann- Whitney test. 
a
 In TP53-, ArgPro = 44 and ProPro = 6, while in TP53+, ArgPro = 5 and ProPro = 1 
b
 In TP53-, TG = 41 and GG = 12, while in TP53+, TG = 3 and GG = 4  
c 
In TP53-, CT = 44 and TT= 22, while in TP53+, CT = 3 and TT= 3 
d





  TP53- BC P* TP53+ BC P* 
 
N (%) 
Mean age at 
diagnosis (SD) 
 N (%) Mean age  at 
diagnosis  (SD) 
 
TP53 (c.215G/C)       
ArgArg 47 (48) 47 (8,3)  5 (45) 43 (11,8)  
ArgPro + ProPro
a
 50 (52) 47 (9,0) 0,960 6 (55) 40 (5,6) 0,465 
MDM2 (C.14+309T/G)       
TT 44 (45) 46 (9,8)  4 (36) 43 (7,2)  
TG + GG
b
 53 (55) 47 (7,6) 0,911 7 (64) 40 (9,8) 0,705 
MDM4  (c.753+572C/T)       
CC 31 (32) 47 (7,8)  5 (45) 47 (6,7)  
CT + TT
c
 66 (68) 46 (9,0) 0,847 6 (55) 37 (7,6) 0,068 
HAUSP (c.2719-234G/A)       
GG 52 (54) 45 (8,8)  5 (45) 39 (11,6)  
GA + AA
d
 45(46) 48 (8,3) 0,033 6 (55) 44 (5,5) 0,361 
       
  54 
Supplementary Table 1. Germline TP53 changes description and TP53, MDM2, MDM4 and HAUSP polymorphisms in women diagnosed 
with breast cancer HER2 2+ or 3+, before 60 years of age. 
Sample Gene 
Region 











1432 Exon 4 c.108G>A p.P36P Transactivation Silent ProPro TT TT GG 
1432 Intron 9 c.993+12T>C p.? Intron Undefined ProPro TT TT GG 
1930 Exon 6 c.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgArg GG CC GG 
1956 Exon 6 c.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgPro GG TT GG 
2049 Exon 6 c.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgPro GG CC AA 
1898 Exon 10 c.1051A>G p.K351E Oligomerization Loss of 
function 
ArgArg TT CT GA 
1926 Intron 10 c.1100+30A>
T 
p.? Intron Undefined ArgArg TT CC GA 
1598 Exon 7 c.731G>A p.G244D DNA ligation Loss of 
function 
ArgPro GG CC GA 
1063 Exon 7 c.731G>A p.G244D DNA ligation Loss of 
function 
ArgPro TG CC GA 
1165 Exon 7 c.733G>A p.G245S DNA ligation Loss of 
function 
ArgArg TT TT GA 
1944 Exon 8 c.818G>A p.R273H DNA ligation Loss of 
function 
ArgPro TG CT GG 
1105 Intron 6 c.672+1G>T p.? Intron Undefined ArgArg TG CT GG 
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5. CONCLUSÕES 
 
Considerando os resultados encontrados no presente estudo, podemos 
concluir que: 
 
a) Os SNPs funcionais MDM2 c.14+309T/G (MDM2 SNP309, rs2279744), 
MDM4 c.753+572C/T (rs1563828) e HAUSP c.2719-234G/A (rs1529916) 
parecem influenciar o desenvolvimento do CM superexpressando HER2 de 
forma dependente do status de mutação germinativa em TP53 das pacientes. 
 
b) A frequência do genótipo GG do MDM2 SNP309 nas pacientes com CM 
superexpressando HER2 foi maior no grupo TP53+ do que no grupo controle, 
porém não diferiu entre os casos TP53- e os controles, sugerindo que este 
SNP atua em conjunto com as mutações germinativas em TP53 para o 
desenvolvimento da doença. 
 
c) A frequência do alelo T do SNP MDM4 c.753+572C/T nas pacientes com CM 
superexpressando HER2 foi maior no grupo TP53- do que no grupo controle, 
porém não diferiu entre os casos TP53+ e os controles, sugerindo que este 
SNP atua de forma independente das mutações germinativas em TP53. 
 
d) A prevalência do SNP funcional TP53 c.215G/C (Arg72Pro, rs1042522) não 
diferiu entre pacientes com CM superexpressando HER2 e os controles nem 
quando comparadas as pacientes estratificadas em TP53- e TP53+ com os 
controles, de modo que não parece estar envolvido com o desenvolvimento 
do CM superexpressando HER2.  
 
e) A presença do alelo A do SNP HAUSP c.2719-234G/A foi associada a um 
atraso de 4 anos na idade diagnóstico de CM superexpressando HER2. Ao 
estratificar as pacientes pelo seu status de mutação germinativa em TP53, o 
diagnóstico ao CM superexpressando HER2 TP53- ocorreu 3 anos mais 
tarde. Esse resultado sugere que o SNP estudado em HAUSP tem um efeito 
protetor nessas pacientes. 
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f) A idade ao diagnóstico de CM superexpressando HER2 não diferiu com 
nenhum dos polimorfismos MDM2 SNP309, MDM4 c.753+572C/T e p53 
Arg72Pro para as pacientes TP53- nem para as TP53+, sugerindo estes 
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6. PERSPECTIVAS 
 
Como perspectivas da continuidade desse trabalho e sugestões de análises 
adicionais destacamos as seguintes: 
 
 Recrutar pacientes adicionais com CM superexpressando HER2 para 
aumentar o poder estatístico das análises. 
 
 Desenvolver estudos funcionais para entender o papel do SNP MDM4 
c.753+572C/T (rs1563828) na via de p53. 
 
 Desenvolver estudos funcionais para entender o papel do SNP HAUSP 
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ANEXOS DO TRABALHO 
Anexo 1. TCLE do presente estudo. 
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